Dystrophie rétinienne liee a KIZ : vers une meilleure compréhension des mécanismes de la maladie et
le développement de thérapies.

KIZ-related retinal dystrophy : from a better understanding of disease mechanisms towards therapy
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Description de la problématique de recherche - Project description

Les maladies rétiniennes héréditaires (MRH) forment un groupe de pathologies cliniqguement et
génétiqguement hétérogénes, parmi lesquels la dystrophie batonnet-céne, également appelée rétinopathie
pigmentaire (RP), est la plus fréquente. La RP se manifeste par une dégénérescence progressive des
batonnets, puis des cones, jusqu’a la cécité dans les cas les plus séveéres. Malgré des avancées
prometteuses les options thérapeutiques restent limitées, soulignant la nécessité d'une meilleure
caractérisation des processus dégénératifs sous-jacents.

En 2014, notre groupe a identifié des variants du géne KIZ (OMIM 615757), représentant environ 1 %
des cas de RP autosomique récessive non syndromique dans les populations européennes. KIZ est situé
sur le chromosome 20pl11.23 et comprend 13 exons. D’aprés les données d’Ensembl
(ENSG00000088970), il existerait au moins huit transcrits codants chez 1’humain issus d’épissage
alternatif affectant principalement les exons 2, 3 et/ou 4. Le transcrit canonique code une protéine de
673 acides aminés, appelée kizuna, qui est localisée au niveau des cils primaires et joue un role clé dans
la progression du cycle cellulaire. Chez I’humain, KIZ est exprimé dans les cellules sanguines, les
fibroblastes dermiques, 1’épithélium pigmentaire rétinien et les photorécepteurs, tandis que chez la
souris, la protéine est localisée au niveau du corpuscule basal du cil connecteur des batonnets et des
cones. Le profil transcriptomique de KIZ et son rdle exact dans la rétine humaine restent a établir, mais
il jouerait un role essentiel dans 1’homéostasie des articles externes des photorécepteurs, a 1’instar
d’autres protéines ciliaires.

A ce jour, au moins sept variants génétiques de KIZ (c.3G>A; ¢.52G>T; ¢.119_122del; ¢.226C>T;
€.247C>T; ¢.251_258del; ¢.583C>T) ont été rapportés dans la littérature plus d'autres dans ClinVar.
Tous sont supposés entrainer une perte de fonction, et pour le variant ¢.226C>T, fréquent chez les
personnes originaires de la région méditerranéenne et les juifs ashkénazes, un défaut d’épissage a
également été suggéré mais non confirme.

Dans une étude précédente, nous avons analysé un patient hétérozygote composite porteur des variants
c.52G>T et ¢.119 122del. Nous avons observé une forte diminution de I'expression de KIZ dans son
sang périphérique, alors qu’aucun changement n’était visible dans ses fibroblastes, spécifiquement ceux-
ci étaient toujours capables de former des cils primaires de la méme longueur que les fibroblastes non
mutés . Des résultats similaires ont récemment été obtenus sur des fibroblastes humains homozygotes
pour le variant ¢.226C>T suggérant les limites de l'utilisation des fibroblastes comme modele cellulaire
pour étudier la RP liée a KIZ avec la nécessité de développer d'autres modéles spécifiques a la rétine
pour mieux comprendre les mécanismes pathogéniques et orienter le développement de futures
thérapies.

Les objectifs du projet de thése seront de



(1) caractériser le transcriptome de KIZ et I’interactome de la protéine kizuna dans la rétine normale et
dans I’épithélium pigmenté rétinien

(2) modéliser la maladie a 1’aide de cellules souches pluripotentes induites (iPSCs) dérivées de patients
et de controles isogéniques édités par CRISPR/Cas9 a partir de deux patients de notre cohorte, I'un
hétérozygote composite porteur des variants ¢.52G>T et ¢.119_122del et I'autre homozygote pour le
variant ¢.226C>T; ceci comprendra des analyses histologiques pour phénotyper les organoides rétiniens
obtenus et de cultures d’épithélium pigmenté rétinien, des expériences de transcriptomiques pour
identifier des voies dérégulées en cas de variants pathogene de KIZ

(3) tester des approches thérapeutiques sur les organoides rétiniens (édition génique, traitement par
tRNA, drogue de 'readthrough’ augmentation génique), pour corriger le phénotype identifié.

Ce projet, alliant biologie cellulaire et moléculaire, permettra de mieux caractériser les mécanismes
impliqués dans les dystrophies rétiniennes liées a KIZ et de procurer une preuve de concept de thérapie.



Inherited Retinal Diseases (IRD) form a clinically and genetically heterogeneous group of disorders,
among which rod-cone dystrophy, also known as retinitis pigmentosa (RP), is the most common. RP is
characterized by progressive degeneration of rod photoreceptors, followed by cone photoreceptors,
eventually leading to blindness in the most severe cases. Despite promising advances, therapeutic
options remain limited, highlighting the need for a better characterization of the underlying degenerative
processes.

In 2014, our group identified variants in the KIZ gene (OMIM 615757), accounting for approximately
1% of non-syndromic autosomal recessive RP cases in European populations. KIZ is located on
chromosome 20p11.23 and comprises 13 exons. According to Ensembl data (ENSG00000088970), at
least eight protein-coding transcripts have been identified in humans, with alternative splicing mainly
affecting exons 2, 3, and/or 4. The canonical transcript encodes a 673-amino-acid protein called kizuna,
which is localized at the primary cilia and plays a key role in cell cycle progression.

In humans, KIZ is expressed in blood cells, dermal fibroblasts, retinal pigment epithelium, and
photoreceptors, whereas in mice, the protein is localized at the basal body of the connecting cilium in
rods and cones. The transcriptomic profile of KIZ and its exact role in the human retina remain to be
established, but it is hypothesized to play a crucial role in the homeostasis of photoreceptor outer
segments, similar to other ciliary proteins.

To date, at least seven genetic variants of KIZ (c.3G>A; ¢.52G>T; ¢.119_122del; ¢.226C>T; ¢.247C>T,
€.251_258del; ¢.583C>T) have been reported in the literature, with additional variants listed in ClinVar.
All are expected to result in loss of function, and for the ¢.226C>T variant, which is prevalent in
individuals from the Mediterranean region and Ashkenazi Jewish populations, a splicing defect has also
been suggested.

In a previous study, we analyzed a compound heterozygous patient carrying the ¢.52G>T and
c.119 122del variants. We observed a significant decrease in KIZ expression in peripheral blood,
whereas no changes were detected in fibroblasts. Notably, these fibroblasts were still able to form
primary cilia of similar length to those of non-mutant fibroblasts. Similar findings were recently reported
in human fibroblasts homozygous for the ¢.226C>T variant, suggesting that fibroblasts may not be a
reliable cellular model for studying KlZ-related RP. This highlights the need to develop retina-specific
models to better understand pathogenic mechanisms and guide the development of future therapies.

The objectives of this PhD project are to:

1. Characterize the KIZ transcriptome and the kizuna interactome in the normal retina and retinal
pigment epithelium.

2. Model the disease using patient-derived induced pluripotent stem cells (iPSCs) and CRISPR/Cas9-
edited isogenic controls from two patients in our cohort—one compound heterozygous for the ¢.52G>T
and ¢.119 122del variants, and the other homozygous for the ¢.226C>T variant. This will include
histological analyses to phenotype retinal organoids and retinal pigment epithelium derived from these
cells, transcriptomic experiments to identify dysregulated pathways associated with KIZ variants.

3. Test therapeutic approaches on retinal organoids, including gene editing, tRNA therapy, readthrough
drugs, and gene augmentation, to correct the identified phenotype.

This project, combining cellular and molecular biology, will allow a better characterization of the
mechanisms involved in KlZ-related retinal dystrophies and provide a proof-of-concept for therapy.



